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摘 要 : 烟草 是 重要 的 模式 植物 和 经 济 作物 ， 盐 害 和 干旱 两 种 环境 因子 对 其 生长 发 育 、 产 量 和 品质 都 危害 很 
大 。 为 了 提高 烟草 的 耐 盐 抗旱 性 ， 本 研究 利用 农 杆 菌 介 导 的 遗传 转化 法 在 烟草 中 过 量 表达 了 碱 莽 液 泡 腊 
NaV/H 逆向 转运 基因 SSNHX1， 对 转基因 烟草 的 耐 盐 及 抗旱 性 进行 表 型 鉴定 和 各 项 生化 指标 的 检测 ， 以 期 得 到 
耐 盐 抗旱 表 性 良好 的 SsNHX] 转基因 烟草 。 表 型 分 析 发 现 , SsNHX] 基因 过 表达 株 系 L1 Fo LS 的 抗 盐 能 力 比 野 
生 型 显著 提高 ， 表 现 为 盐 胁迫 条 件 下 仍 能 保持 旺盛 的 生长 且 根 系 的 伸 长 未 受 抑 制 。SsMEX7 过 表达 株 系 在 叶片 
和 根系 中 积累 了 更 多 的 Na' 和 K', 同时 Na' 含 量 增长 速率 较 快 , 而 Ki 含量 降低 速率 较 绥 ， 并 可 维持 较 高 的 叶片 
相对 含水 量 和 叶绿素 含量 ， 及 较 低 的 丙 二 醛 含量 和 相对 电导 率 , 干旱 胁迫 发 现 ， 过 表达 株 系 受 干旱 胁迫 程度 更 
小 ,并 在 复 水 后 迅速 恢复 正常 生长 。 同时 ， 过 表达 株 系 的 丙 二 醋 含量 和 相对 电导 率 显 著 低 于 野生 型 ， 目 维持 了 
较 高 的 叶片 相对 含水 量 及 叶绿素 含量 .这些 结果 说 明 SSNHXI 基因 在 烟草 中 过 量 表达 后 ,降低 了 盐 胁 迫 和 干旱 
胁迫 对 烟草 根系 及 细胞 膜 的 损伤 ， 并 通过 调节 离子 含量 、 降 低 细 胞 的 渗透 势 ， 维持 了 叶片 较 高 的 相对 含水 量 和 
叶绿素 含量 ， 最 终 提高 了 烟草 的 抗 盐 和 抗旱 性 。 
关键 词 : SSNHXI 基因 ; 转基因 ; 烟草 ; 耐 盐 性 ; 抗旱 性 ; 表 型 ; 生化 指标 
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Abstract: Tobacco (Nicotiana tobacum L.) is an important economic and model plant. Salt and drought are two important en- 
vironmental factors that are harmful to plant growth, development, production and quality of tobacco. In addition to conven- 


tional salt and drought prevention measures, genetic engineering of plants has also been proven to be effective. In order to 
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improve salt and drought tolerance of tobacco, Na'/H^ anti-porter gene SsNHX/ was cloned from Suaeda salsa salt-tolerant 
plant and overexpressed in tobacco by agrobacterium-mediated genetic transformation. The differences in salt tolerance and 
drought resistance were compared by determining phenotypic and physiological indexes of wild and transgenic tobacco L1 and 
L5. Phenotypic analysis showed that salt tolerance of SsNHXI transgenic tobacco lines L1 and L5 were significantly higher 
than that of the wild type. This was evident from the vigorously growth and uninhibited root elongation under salt stress con- 
dition. The overexpressed transgenic lines of tobacco accumulated more Na’ and K` in the both leaves and roots and with faster 
rate of increase of Na’ and slower decreasing rate of K^. The lines also maintained significantly higher contents of relative leaf 
water and chlorophyll, but lower malondialdehyde contents and relative conductivities. The results indicated that overexpres- 
sion of SsNHX1 gene apparently promoted compartmentalization of Na* from vacuolar cells into vacuoles and improved salt 
tolerance of transgenic plants of tobacco. On the other hand, SsNHX7/ transgenic tobacco plants showed significant enhance- 
ment of drought tolerance than the wild type and restored normal growth after rehydration. Under drought stress, the contents 
of malondialdehyde and relative conductivities of transgenic lines were lower than those of the wild type, while the relative 
water and chlorophyll contents of leaves were maintained. The results suggested that under drought stress, overexpressed 
SsNHXI in tobacco reduced damage to cell membrane by reducing osmotic potential of cells, maintaining relative water and 
chlorophyll content of leaves, and finally improved drought resistance of tobacco. 


Keywords: SsNHXI gene; Gene transformation; Nicotiana tobacum L; Salt tolerance; Drought tolerance; Phenotype; Biochemical index 


烟草 (Nicotiana tabacum 工 .) 是 重要 的 模式 植物 
和 经 济 植物 ， 盐 害 和 干旱 两 种 环境 因子 对 其 生长 发 
育 、 产 量 和 品质 都 危害 很 大 。 通 过 基因 工程 手段 可 
以 改善 植物 对 这 两 种 胁迫 的 抗 逆 性 。 

植物 耐 盐 抗旱 机 制 有 很 多 种 ， 包 括 渗透 调节 和 
有 害 离子 区 室 化 等 。Na 区 室 化 是 一 个 缓解 植物 体内 
因 渗 透 势 引 起 的 盐 胁 迫 危 害 的 关键 方法 '。Na/H* 
逆向 转运 蛋白 (Na'/H' exchange, NHX) 是 Na' 外 排 和 
区 室 化 的 主要 载体 蛋白 中, 通过 Na’ 鳌 合 作用 作为 盐 
耐 受 性 的 重要 决定 因素 1， 也 有 其 他 方式 可 以 调节 
Qs ERES. dog NHX 的 主要 作用 是 维持 膜 系 
统 的 pH (A, HEA KA Na (AAS, FDA AY 
RB. WMH (Arabidopsis thaliana L.) 的 AtNHX1 基 
因 是 典型 的 液 泡 NHX; AINHXI 的 过 表达 使 酵母 
nhx1 突变 体 县 有 耐 盐 性 中， 并 导致 液 泡 NHX 的 活性 
增加 ,两 者 结合 使 NHX 蛋白 水 平 表 达 提 高 局。 
AtNHX1 通过 液 泡 膜 ”…" 将 Na 区 室 化 到 液 泡 中 ,并 
在 蛋白 重 构 脂 质 体 中 催化 Na*/H 的 逆向 转运 中 在 
盐 胁迫 下 ， 液 泡 中 Na 浓度 随 着 AINHXI 表达 量 的 增加 
而 持续 增加 ,说 明 植 物 液 泡 NHX 有 区 室 化 Na 的 作用 ， 
这 为 研究 NHX 类 蛋白 的 功能 和 应 用 其 改善 植物 的 耐 
盐 性 提供 了 思路 。 AINHXI 在 拟 南 草 "4、 玉 米 (Zea 
mays L), BRINGS (Brassica napus L.)'*. ATE 
(Gossypium herbaceum L.)""*!, #fii(Lycopersicon es- 
culentum Mill)!" 7Kf&(Oryza sativa LAP”, AETS 
杨 树 (Populus spp) She POP AT FA SBS T ee 
EHRM ERIE. Ei W HRE (Suaeda salsa L.)BJ 
SsNHXI 基因 编码 对 Na*/H' 逆 向 转运 蛋白 有 具有 很 高 
的 活性 , 在 盐 胁 迫 下 SsNHX1 的 表达 会 提高 ， 且 在 根 


系 中 比 在 叶片 的 表达 量 更 高 "1。 与 野生 型 相 比 ， 
SsNHX1 基因 过 表达 的 转基因 水 稳 耐 盐 性 更 强 ， 表 
BH SsNHXI 在 碱 莲 的 盐 耐 受 性 中 起 了 重要 作用 P*"1。 
SsNHX1 转基因 拟 南 芥 在 高 盐 处 理 条 件 下 能 保持 正 
常 的 发 芽 率 且 能 正常 生长 并 且 完 成 其 整个 生命 周期 ， 
而 野生 型 的 拟 南 芥 则 生长 和 发 育 迟 缓 。 

烟草 是 我 国 的 一 大 经 济 作物 ， 但 是 长 期 以 来 烟 
草 生产 严重 受 干旱 和 盐 害 的 影响 。 由 于 SSNHXI 基 
因 转 化 拟 南齐 和 水 稳 后 具有 明显 的 耐 盐 作用 ， 因 此 
本 试验 将 SSNHXI 转化 烟草 ， 并 对 其 转基因 烟草 的 
耐 盐 及 干旱 性 进行 表 型 鉴定 和 各 项 生化 指标 的 检测 ， 
以 期 得 到 耐 盐 抗旱 表 性 良好 的 SsNAX] 转基因 烟草 。 
1 材料 与 方法 
11 植物 生长 条 件 
111 烟草 幼苗 在 营养 液 中 的 培养 

野生 烟草 (“Wisconsin 38’)4 SsNHXI 转基因 烟 
草 T; 代 株 系 LI、L2、L3、L4、L5 的 种 子 在 28 C 
BAF 3 d 后 ， 将 幼苗 转移 到 Hoagland 的 营养 液 中 ， 
在 人 工 气候 室 (14 h 光照 /10 h 黑暗 , 18-25 C, RH 为 
60%~80%) 进 行 培 养 , 每 天 更 换 一 次 营养 液 。 
1.1.2. ”烟草 幼苗 在 土壤 中 的 培养 

将 野生 型 烟草 和 转 SNHX 基因 烟草 T3 代 株 系 
(Ll1、L2、L3、L4、L5) 的 种 子 植 入 装 有 普通 土 : S 
FLA 3:1 的 塑料 营养 钵 中 ， 在 人 工 气候 室 (14 h 
光照 /10h 黑暗 , 18 'C/25 C, RH 为 60%~80%) 进 行 培 
养 ， 待 幼苗 长 至 3~4 叶 时 移 栽 。 
1.2 SsNHXI 过 表达 转基因 烟草 的 分 子 鉴定 

水 培 烟草 幼苗 长 到 5-6 叶 期 , FH 5 gL’ NaC 
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的 Hoagland 营养 液 处 理 24 h, 提取 叶片 DNA 以 及 
Trizol 法 提取 叶片 RNA。SSNHXI1 基因 通过 Xba IRI Sma 
T 酶 切 位 点 连接 在 植物 表达 载体 pCPB( 改 自 pCambia3300) 
的 35s 居 动 子 之 后 (图 la), 用 于 检测 转基因 植物 中 的 
SsNHXI 片段 的 引物 是 tSsNHXI-F(S5'-AGGGAGCAAA 
GACAAGAG-3) 和 tSSNHXI-R(5'-TCTTCTATCTGAGC 
GGAATT-3')。 并 使 用 引物 qSsNHXI-F(5-GTCATTTGGT 
GGGCTGGTCTC-3") 和 q$sNHXI-R(5'-TGAAAAGGAC 
AACGGTTATGGTOG-3)3xtÍf; RT-PCR 检测 ， 筛 选 出 
SsNHXI 基因 高 表达 株 系 。 
1.3 RAME F SsNHXI 转基因 烟草 耐 盐 性 分 析 

将 溶液 培养 的 SsNHXI 转基因 株 系 LI 和 L5 及 野生 
型 烟草 幼苗 , ROogL.25gL'.5gL.75gL NaCl 
进行 处 理 , 每 个 株 系 3 株 烟草 , 每 个 盐 浓度 处 理 重 
复 3 次 , 处 理 7 d, 每 2 d 更 换 一 次 营养 液 。 处 理 结 
束 取 样 ， 用 根系 扫描 仪 扫描 根系 ,观察 烟草 幼苗 的 
生长 状况 并 测量 根系 的 长 度 ; 随后 用 火焰 分 光 光 度 
计 分 别 测定 野生 型 和 转基因 烟草 株 系 的 根系 和 叶片 
中 Na KAFES. 
1.4 干旱 胁迫 下 SsNHXI 转基因 烟草 耐 旱 性 分 析 

土壤 培养 的 SSNHXI 转基因 株 系 LI1 A LS RE 
生 型 幼苗 长 至 9~10 叶 期 , 每 个 株 系 3 株 烟 草 , 每 个 处 
理 天 数 重复 3 次 , 进行 断水 12 d 干 旱 处 理 后 再 复 水 3 d, 
从 每 株 叶片 中 间 部 分 取样 ,观测 其 在 断水 0 d. 3 d. 6 d. 
9d、12 d 及 复 水 1d、3 d 的 生长 情况 。 
1.5” 盐 胁迫 和 干旱 胁迫 下 SsNHXI 转基因 烟草 生理 

生化 指标 测定 

分 别 将 盐 胁 迫 和 干旱 胁迫 处 理 后 的 野生 型 和 
SSNHX1 转基因 株 系 L1 和 LS 烟草 进行 生理 生化 指 
标的 鉴定 ， 包括: 相对 含水 量 (relative water content, 
RWC)"H、 叶 绿 素 合 量 路 、 丙 二 醛 (malondialdehyde， 
MDA)& Z” MAN FB EE., prot BEA SPSS 13.0 
软件 分 析 ， 并 用 Microsoft Excel 软件 作 图 。 


2 结果 与 分 析 
2.41 SsNHXI 过 表达 转基因 烟草 的 分 子 鉴 定 
SsNHXI 基因 转化 烟草 后 , 得 到 35S 局 动 子 驱动 
下 过 量 表达 的 烟草 转基因 株 系 (图 1a), 通过 将 SSNHXI 
基因 过 表达 烟草 株 系 LI、L2、L3、L4、L5 以 及 野生 
型 进行 PCR 检测, 发 现 除 野 生 型 烟草 外 , 5 个 转基因 株 
系 均 有 明显 的 目的 条 带 , 说 明 SSNHXI 基因 已 整合 至 这 
些 转基因 株 系 中 (图 1b)。 为 了 后 续 的 表 型 分 析 及 盐 和 干 
旱 胁 迫 下 的 生理 生化 指标 测量 ， 对 上 述 5 个 转基因 阳 
性 株 系 以 及 野生 型 烟草 又 进行 了 RT-PCR 检测 ， 发 


IL LI LA. L5 的 表达 量 最 高 ， 因 此 选用 其 中 的 L1 
和 L5 转基因 株 系 用 于 后 续 试 验 (图 lc)。 


35S Poly-A Poly-A 
a T | NEL "T Bar | RB 
i i ! 
[| | = 一 一 = 中 | 
pCPB-SsNHXI 
1 789 bp 


L1 L2 L3 L4 L5 


M (-) (4) WT 


b 
c 
SsNHXI 
EFI-a 
WT L1 L2 L3 L4 L5 
1 植物 表达 载体 pPCPB-3SS-SsVEX7 和 转基因 烟草 的 
分 子 检测 


Fig. 1 Schematic of the expression vector pCPB-35SN-SsNHXI 
and molecular detection of SsNHX1-transgenic tobacco plants 

a: FESSNHXI 开放 阅读 框 (ORF) 插 入 CaMV 35S 局 动 子 和 胭脂 
碱 合 酶 终止 子 (Nos) 区 域 之 间 , Bar 基因 用 作 选 择 性 标记 。b: 转基因 
烟草 的 PCR 检测 ; M 表示 DNA marker DL2000; ORR H50; (+) 表 
示 质 粒 DNA; WT 表 示 用 空 载体 转化 的 野生 型 烟草 植物 ; L1-L5 表示 
独立 的 转基因 烟草 品系 。c: 转基因 株 系 和 WT 植物 中 SsNHX1 基因 
的 表达 分 析 。a: the SsNHXI open reading frame (ORF) was inserted 
between the CaMV 35S promoter and nopaline synthase terminator 
(Nos) regions. The bar gene was used as the selective marker. b: PCR 
detection of the transgenic maize plants; M is DNA marker DL2000; (—) 
means H;O; (+) means plasmid DNA; WT means wild-type tobacco 
plant transformed with empty vector; L1-L5 are independent transgenic 
tobacco lines. c: expression analysis of SsNHX/ transgenic tobacco 
lines and WT plants. 


2.0 SsNHXI 转基因 烟草 在 盐 胁 迫 下 的 表 型 分 析 

由 图 2a 可 以 看 出 ,在 盐 胁 迫 处 理 前 ， 野生 型 和 
转基因 烟草 之 间 表 型 没有 显著 差异 。 用 2.5 gL” 
NaCl 处 理 7 d 后 野生 型 和 转基因 烟草 的 生长 发 育 都 
仍 未 受 抑制 。 但 在 5 gL! NaCl 胁迫 条 件 下 ， 野 生 型 
烟草 的 生长 相对 于 转基因 烟草 受到 明显 抑制 : 根系 
数量 减少 、 根 长 变 短 、 叶 片 变 少 、 变 小 。 当 NaCl 
浓度 高 达 7.5 gL 时， 野生 型 烟草 在 胁迫 的 第 5 d 时 
叶片 开始 发 黄 、 融 烂 ， 最 终 死 亡 。 而 转基因 株 系 LI 
和 LS 的 植株 生长 虽然 随 着 盐 胁 迫 浓度 的 升 高 逐渐 
DE, 但 依然 能 保持 生长 状态 , 比 野 生 型 表现 出 更 
好 的 抗 盐 性 。 

由 于 盐 胁 迫 对 植物 根 长 具有 显著 的 抑制 作用 ， 
本 试验 对 SsNHXI 转基因 烟草 与 野生 型 在 盐 胁 迫 下 
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的 根 长 进行 了 研究 。 在 无 盐 胁迫 下 ， 两 者 总 根 长 无 
显著 性 差异 ， 但 在 盐 胁 迫 下 ， 转 基因 烟草 LI 和 L5 
与 野生 型 的 总 根 长 差异 显著 (图 2b)。 且 随 着 盐 处 理 
浓度 的 升 高 ,野生 型 的 总 根 长 明显 变 短 , 而 转基因 株 
系 L1 和 L5 的 总 根 长 降低 幅度 较 小 , 如 在 7.5 gL! 
NaCl 浓度 处 理 下 转基因 株 系 L1 和 L5 根 长 分 别 是 野 
生 型 烟草 的 2.64 和 2.72 倍 ， 差 异 显 著 。 说 明 盐 胁迫 


虽然 都 抑制 着 烟草 根系 的 生长 , 但 转基因 株 系 受 
彤 响 其 根系 的 生 


到 的 抑制 作用 相对 较 轻 ， 
长 发 育 。 
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2 盐 胁迫 处 理 后 SSNHXI 转基因 烟草 和 野生 型 的 
表 型 (a) 及 根 长 (b) 

Fig.2 Phenotype (a) and root length (b) of SsVHXI-transgenic 

tobacco plants and wide type plants after salt stress treatment 

a: 幼苗 在 0 gL 0.25 gL/,0.50 L^ Al 0.75 g-L | BY NaCl 

梯度 浓度 霍 格 兰 溶液 中 培养 ,直到 三 叶 期 ; b: 经 过 Nac 浓度 梯 
度 处 理 后 的 根 长 。WT 为 野生 型 烟草 ; Li LS 为 SsNHXI 烟草 
转基因 株 系 ; * 表 示 差 异 显 著 , 误差 线 表示 标准 方差 。a: seedlings 
were hydrated with Hoagland nutrient solution with an increased 
NaCl gradient of 0 g-L™, 2.5 gL, 5 gL and 7.5 gL ! (w/v) until 
the three-leaf stage; b: root length after immersion in 0 gL'!, 2.5 
gL!,5gL,and 7.5 gL NaCl. WT is wild type tobacco; L1 and 
L5 are SsNHXI transgenic tobacco lines. * indicates significant 
difference. Values of error bar are means standard deviation. 


2.5 SsNHXI 转基因 烟草 在 盐 胁迫 条 件 下 根系 和 叶 
FË NaM K^ & 
植物 体 吸收 过 高 的 Na, 会 导致 植物 体 营 养 离 
子 的 失衡 ,特别 是 K 的 吸收 抑制 和 流失 。 在 盐 胁迫 
条 件 下 液 泡 Na'/H 逆向 转运 蛋白 则 会 将 Na 转运 至 


液 泡 中 , 减少 K' 散 失 1 在 本 试验 中 , 经 NaCl 处 理 
m, E iR eed en eh Na* 
含量 都 迅速 增加 。 例 如 , 在 7.5 gL! NaCl MEER, FF 
生 型 烟草 叶片 中 的 Nath 15.84 mgg 上升 至 52.53 
mg-g ,而 转基因 烟草 LII LS 则 分 别 由 18.09 mgg" 
上 升 至 6037 mgg’ 40H 20.04 mgg! 显著 上 升 至 
63.35 mgg !'。 同 样 ， 根系 中 野生 型 及 转基因 烟草 L1 
A L5 HN Wo a 40.48 mg:g . 42.77 
mgg . 53.75 mgg (El 3a, 3b)。 随 着 NaCl 处 理 浓 
度 的 增加 ， 叶 片 和 根系 中 的 K 含量 降低 。 例 如 ， 在 
7.5 gL NaCl 处 理 后 的 叶片 中 ， 野 生 型 叶片 中 的 
K'E 2H 79.76 mg:g | E28 46.13 mgg, 而 转基因 
烟草 L1 和 LS 则 分 别 由 79.04 mgg IE 58.76 
mgg IB 80.17 mgg ! Eze 53.03 mgg ^, ŽRE 
著 。 同 样 ， 在 根系 中 野生 型 及 转基因 烟草 L1 和 
的 KK 含量 分 别 降 低 到 29.44 mg:g !、32.04 mg:g 人 、 
38.60 mgg”, ZESE EE 3c, 3d). KI Na- 根系 
中 的 变化 趋势 与 叶片 中 趋势 相同 (图 k 3d. SEF 
生 型 相 比 ， 转 基因 烟草 中 K 含量 随 盐 浓度 的 提高 
下 降 缓慢 , 而 Na' 含 量 增加 较 快 。 因 此 , 转基因 烟 
草 植 株 比 野生 型 拥有 更 高 的 K'/Na' 比 。 与 根系 相 上 比 ， 
叶片 中 的 Na' 和 KK’ 的 含量 更 高 ,尤其 是 在 转基因 植 
物 中 ,表明 胁迫 条 件 下 烟草 的 Na 的 区 室 化 主要 发 
生 在 叶片 中 。 
2.4 SsNHXI 转基因 烟草 在 盐 胁迫 条 件 下 生理 指标 

的 变化 

盐 胁迫 可 以 诱导 植物 体内 一 系列 的 生理 变化 ， 
如 相对 含水 量 、 丙 二 醛 含量 、 相 对 电导 率 和 叶绿素 
合 量 的 变化 , 而 这 些 变化 通常 与 盐 胁 迫 县 有 一 定 的 
相关 性 。 从 图 4a 可 知 ， 当 NaCl 处 理 6 d AY, EPA BY 
和 转基因 烟草 植株 相对 含水 量 都 开始 降低 。 从 9 d 
开始 到 15 d 时 野生 型 和 转基因 烟草 的 相对 含水 量 下 
降幅 度 变 大 且 差 异 显著 。 对 于 叶绿素 而 言 ， 其 在 野 
生 型 烟草 中 的 含量 随 着 时 间 的 增加 下 降幅 度 越 来 越 
X, 并 在 15 d 降 到 0.65 msg:g ,与 转基因 烟草 株 系 
L1(1.51 mg.g 和 L5 的 (1.68 mg.g 达到 最 大 差 值 
(图 4b)。 

丙 二 醛 含 量 和 相对 电导 率 的 含量 , 则 与 上 述 的 相 
对 含水 量 和 叶绿素 含量 趋势 相反 。 在 本 试验 中 都 是 随 
着 NaCl 处 理 时 间 的 增加 而 呈 上 升 的 趋势 ， 且 野生 型 的 
合 量 大 于 转基因 株 系 (图 4c, 图 4d)。 例 如 , NaCl 处 理 15 d 
时 ,野生 型 烟草 丙 二 醛 的 合 量 为 9.71 nmol-g', 而 转基因 
株 系 LI1 和 LS 分 别 为 8.75 nmol:g 和 7.34 nmol:g"'， 比 野 
生 型 显著 降低 。 同 样 , NaCl 处 理 15 d 后 , 野生 型 的 相对 
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3 ”野生 型 和 SSNHXI1 转基因 烟草 在 盐 胁迫 下 的 Na 和 KK 含量 
Fig.3 Na’ and K' contents of wide type and SsNHXI-transgenic tobacco plants under salt stress 
WTI 为 野生 型 烟草 ,LI1 8I L5 为 SsNHXI 转基因 烟草 株 系 ; * 表 示 差 异 显著 , 误差 线 表示 标准 方差 。WT is wild type tobacco plant; L1 
and L5 are SsNHXI transgenic tobacco lines. * indicates significant difference. Values of error bar are means standard deviation. 
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4 盐 胁迫 条 件 下 SsNHXI 转基因 烟草 生理 指标 的 变化 
Fig.4 Changes of the physiological indexes of SsVHXI-transgenic tobacco under salt stress 
WT 为 野生 型 烟草 , LII LS 为 SsNHXI 转基因 株 系 ; * 表 示 差 异 显著 , 误差 线 表 示 标 准 方差 。WT is wild type tobacco plant; L1 and 


L5 are SsNHXI transgenic tobacco lines. * indicates significant difference. Values of error bar are means standard deviation. 


电导 率 为 90.68% 而 转基因 株 系 LI1 ALS 435073 75.52% 2.5 SsNHXI 转基因 烟草 在 干旱 胁迫 下 的 表 型 分 析 


和 77.20%, 差异 显著 。 这 些 结果 表明 ,SSNHXI1 转基因 很 多 研究 的 结果 已 表明 抗 盐 和 抗旱 相关 联 。 如 
植物 的 生理 变化 与 其 增强 的 耐 盐 表 型 密切 相关 。 5 所 示 ， 断 水 处 理 3 a Bj, SSNHXI 转基因 烟草 和 野 


http://www.ecoagri.ac.cn 


第 10 期 


Ek SS. BW SSNHXI 基因 烟草 的 耐 盐 抗 旱 性 研究 


ChinaXiv 合 作 期 御 


生 型 并 没有 明显 的 差异 (图 5a, b)， 但 在 断水 处 理 6 d 
E, PED MSA RASS, INRA 
草 仍 能 正常 生长 (图 5c)。 断 水 处 理 9 d 时 ， 野 生 型 烟 
BHA 4) oH, ZRH, 而 转基因 株 系 Ll 和 L5 
只 表现 出 轻微 程度 的 萎 甘 和 叶片 发 黄 (图 Sd) 断水 处 
理 12 d Pj, 野生 型 烟草 以 及 转基因 烟草 都 严重 萎 闵 ， 
但 相 较 之 下 转基因 株 系 L BAERE 5e); 但 
经 过 1 d 复 水 后 , 虽然 转基因 烟草 的 叶片 的 叶绿素 肉 
眼 仍 能 可 见 其 明显 减退 ， 却 能 迅速 地 恢复 到 断水 前 
RAPKAN ERAS, 野生 型 却 依然 萎 藉 ,甚至 持续 
至 复 水 3 dif, 说 明 其 生理 失 水 严重 , 已 不 能 靠 自 身 
调节 恢复 正常 生长 (图 5f, g)。 


5 ”野生 型 (中 ) 和 转基因 烟草 株 系 L1( 左 ) 和 LS( 右 ) 在 干 
旱 处 理 下 的 生长 情况 
Fig. 5 Growth phenotypes of wild type (middle) and transgenic 
tobacco L1 (left) and L5 (right) under drought treatment 
a: 干旱 处 理 前 ; b: 干旱 3 d; c: 干旱 6 d; d: 干旱 d;e: F 
旱 12 d;f: 复 水 0d;g: 复 水 3d。WT 为 野生 型 烟草 ,LI1 fU L5 为 
SsNHXI 转基因 烟草 。a: before drought treatment; b: three days of 
drought; c: six days of drought; d: nine days of drought; e: twelve 
days of drought; f: rehydrate for 0 day; g: rehydrated for three days. 
WT is wild type tobacco plant; L1 and L5 are SsNHXI transgenic 
tobacco lines. 


2.6 SsNHXI 转基因 烟草 在 干旱 胁迫 下 生理 指标 的 
变化 


同 其 他 胁迫 因子 一 样 , 干旱 胁迫 同样 会 对 植物 


生理 变化 造成 影响 。 干 旱 胁 迫 下 SsNHXI 转基因 烟 
草 的 的 相对 含水 量 和 叶绿素 含量 变化 总 体 趋势 与 其 
在 上 述 盐 胁迫 下 相当 ， 即 随 着 处 理 时 间 延 长 含量 下 
降 (图 6a, 6b)。 当 断水 处 理 12 d 时 ， 野 生 型 烟草 相对 
合 水 量 降 至 63.40%， 而 转基因 株 系 LI1 L5 的 分 别 
为 70.56% 和 69.02%, 差异 显著 。 此 时 叶绿素 含量 野 
生 型 (0.94 mg.g 和 转基因 烟草 L1(1.77 mg.g 和 
L5(1.78 m g ') 的 差异 也 达到 最 大 值 ， 差异 显著 。 在 
断水 处 理 的 过 程 中 , 相对 电导 率 以 及 丙 二 醋 在 
SsNHX1 野生 型 和 转基因 烟草 中 都 呈 上 升 趋势 ， 但 
在 野生 型 中 上 升 的 趋势 更 加 明显 。 处 理 12 d By, BF 
生 型 烟草 两 二 醛 含 量 为 467 nmol.g-!， 转 基因 株 系 
L1 和 L5 分 别 为 3.73 nmolg- 和 3.90 nmol.g-!( 图 6c)。 
而 相对 电导 率 则 为 野生 型 植株 大 于 转基因 植株 ， 如 
处 理 12 d 时 野生 型 的 相对 电导 率 为 84.92%, 而 转 基 
因 烟 草 L1 和 L5 分 别 为 70.72% 和 72.92%( 图 6d)。 
3 ”讨论 与 结论 

为 了 有 效 地 抗击 盐 和 干旱 胁迫 以 维持 植物 体内 
Na Fl K' 等 的 离子 平衡 , 植物 能 将 Na' 外 排 ,吸收 或 
区 室 化 至 液 泡 中 ,以 此 增强 它们 对 盐 和 干旱 胁迫 的 
耐 受 性 **。 在 该 调节 过 程 中 , 液 泡 膜 NaH 逆向 转 
运 蛋 白 发 挥 着 关键 作用 ,而 编码 这 类 蛋白 的 NHX 型 
基因 的 过 量 表 达能 改善 许多 物种 转基因 植株 的 耐 盐 
性 Co。SsMEX7 基因 是 盐 生 植物 碱 鞍 的 NHX 型 基因 ， 
盐 胁 人 迫 下 能 提高 表达 水 平 ， 并 显著 改善 水 稳 和 拟 南 
FPN A RECS! SAT, KF OSSNHXI 在 其 他 植物 中 
的 抗 盐 和 抗旱 研究 尚 鲜 见 报道 。 因 此 ， 本 研究 通过 
基因 工程 手段 过 量 表 达 SSNHXI 基因 ， 以 改善 烟草 
的 耐 盐 抗旱 性 。 

植物 耐 盐 性 与 耐 旱 性 密切 相关 。 在 许多 转基因 
品系 中 ， 耐 盐 性 的 提高 通常 伴随 耐 旱 性 的 增强 。 在 
本 研究 中 ，SsNMF 转基因 烟草 与 野生 型 相 比 ， 在 高 
盐 浓度 下 根部 依然 可 以 正常 发 育 ,， 用 递增 盐 浓度 处 
理 时 表现 出 强 耐 盐 表 型 ; 在 干旱 胁迫 下 表现 出 强 耐 
旱 表 型 ， 并 且 在 复 水 后 能 基本 恢复 缺 水 前 的 表 型 。 
说 明 转 基因 烟草 的 耐 盐 性 和 抗旱 性 都 比 野 生 型 有 所 
提高 。 与 之 相似 , ANHXI 转化 拟 南 芥 及 TNHX1 转化 
小 麦 时 分 别提 高 了 转基因 植物 的 耐 盐 抗 旱 性 1。 
这 些 结果 表明 , 液 泡 NHX 基因 的 过 量 表达 能 提高 转 
基因 植物 应 对 盐 胁 迫 和 干旱 胁迫 的 能 力 。 

在 盐 胁 迫 条 件 下 , Wid NHX 蛋白 不 仅 会 排出 
Na!*， 同 时 也 会 吸收 K*， 以 此 来 保持 植物 体内 
Na'/K' 的 平衡 。 在 本 试验 中 , 经 NaCl 胁迫 处 理 后 ， 
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干旱 胁迫 条 件 下 SSNHXI 转基因 烟草 生理 指标 的 变化 


Fig. 6 Changes of the physiological index of SsVHXI-transgenic tobacco under salt stress 
WT, SF RUIRSSLITULS,SsNHXI 转基因 株 系 。* 表 示 差 异 显 著 , 误差 线 表 示 标 准 方差 。WT, wild type plant; L1 and L5, SsNHX1 


transgenic tobacco lines. * indicates significant differences. Values of error bar are means standard deviation. 


Na 含量 在 SsNHXI 转基因 烟草 的 叶片 和 根系 中 明显 
增加 ， 且 叶片 中 的 含量 比 根系 中 高 。 这 可 能 是 由 于 
SsNHXI 活性 增强 后 ,将 烟草 叶片 中 的 Na 直接 区 室 
化 到 液 泡 中 所 致 "* 汰 。 这 与 液 泡 腊 的 Na'/H' 逆 向 转运 
蛋白 表达 量 增加 会 增强 Na KSA, 但 是 
由 于 目前 的 研究 技术 尚 无 法 从 从 细胞 质 中 分 离 液 泡 中 
因此 SsNHX1 等 液 泡 NHX 对 Na 和 天 在 细胞 质 和 液 泡 
中 更 精细 地 分 配 尚 待 进一步 的 研究 。 保持 植物 体内 较 低 
的 Na/K' 可 以 有 效 地 降低 植物 渗透 势 以 达到 吸水 的 目 
的 ,这 与 TaNHX2 转基因 番茄 5 和 41NHX1 转基因 矮 
T Pelni hybrida (J. D. Hooker) Vilmorin] 中 的 发 现 
相似 B4。 这 些 结果 说 明 液 泡 SsNHX] 基因 的 过 量 表 达 
提高 转基因 烟草 的 耐 盐 能 力 , 在 一 定 程 度 上 可 能 通过 
将 Na' 区 室 化 有 效 地 调节 细胞 内 渗透 压 的 平衡 而 实现 
烟草 的 耐 盐 能 力 。 

5 SsNHX] 转基因 烟草 的 生理 指标 相 比 ， 盐 害 
和 干旱 胁迫 下 野生 型 的 相对 水 含量 都 较 低 ， 表 明 转 
基因 烟草 表现 出 改善 的 调节 叶 渗 透 压 和 保水 性 的 能 
力 , 在 这 些 胁 迫 条 件 下 能 保持 适当 的 渗透 压 。 
SSNHX1 转基因 烟草 的 叶绿素 含量 虽然 在 盐 胁 迫 和 
干旱 胁迫 下 有 所 降低 , 但 仍 高 于 野生 型 ， ete 
高 浓度 Na* 和 低 含水 量 会 抑制 光合 系统 AI, 
致 光合 作用 和 叶绿素 合成 速率 降低 有 关 81。 nm 
RS AINHXI REBATE), SsNHXI BAKA, 
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转基因 烟草 外! 的 研究 一 致 。 在 本 试验 中 , SsNHXI 转 
基因 和 野生 型 烟草 中 MDA 含量 和 相对 电导 率 均 境 
加 ， 表 明 在 盐 和 和 干旱 胁迫 条 件 下 质 膜 受 到 损伤 ， 并 
且 野 生 型 比 转基因 烟草 受到 的 损伤 更 严重 ， 表 明 
SsNHX] 转基因 烟草 在 盐 害 和 干旱 胁迫 下 降低 了 对 
质 膜 的 损害 。 

总 之 ,本 研究 的 结果 表明 ，SsNHX1 基因 编码 的 
液 泡 膜 Na*/H' 逆 向 转运 蛋白 , 能 通过 改变 转基因 烟 
草 Na 和 K' 的 比率 降低 胁迫 对 植物 的 损害 程度 。 
SSNHX1 在 烟草 中 的 过 表达 增强 了 转基因 烟草 的 耐 
盐 性 和 抗旱 性 。 由 相对 含水 量 、 丙 二 醛 含 量 、 相 对 
电导 率 和 叶绿素 含量 的 变化 所 反映 的 转基因 烟草 生 
理 的 变化 也 与 其 改善 的 耐 盐 抗 时 性 的 能 力 相 一 致 。 
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